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(54) Titre: ASSOCIATION DE RILUZOLE ET DE GABAPENTTNE ET SON UTILISATION COMME MEDICAMENT 

^-H (57) Abstract: The invention concerns the combination of riluzole and gabapentin or one of their pharmaceutically acceptable salts 
€S> and its use as medicine in particular for use in preventing and /or treating motor neuron disorders. 

O 

(57) Abrege: La presente invention concerne 1* association de riluzole et de gabapentine ou un de leurs sels pbarmaceutiquement ac- 
ceptables et son utilisation comme medicament utile notamment pour la prevention et/ou le traitement des maladies motoneuronales. 
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ASSOCIATION DE RILUZOLE ET DE GABAPENTINE 
ET SON UTILISATION COMME MEDICAMENT 

La presente invention conceme Tassociation de riluzole et de gabapentine ou un de 
leurs sels pharmaceutiquement acceptables et son utilisation comme medicament 
5 utile notamment pour la prevention et/ou le traitement des maladies motoneuronales. 

Les maladies motoneuronales incluent notamment la sclerose laterale amyotrophique, 
l'amyotrophie spinale progressive, 1'amyotrophie spinale infantile et la sclerose 
laterale primaire. Elles resultent d'une perte progressive des motoneurones dans la 
moelle epiniere. 

10 La sclerose laterale amyotrophique (SLA) egalement connue sous le nom de maladie 
de CHARCOT et maladie de LOU GEHRIG a ete decrite pour la premiere fois par 
CHARCOT en 1865. Elle est la maladie motoneuronale la plus importante. La SLA 
est une maladie mortelle resultant de la degenerescence des motoneurones. La 
maladie s'accompagne d'une paralysie progressive, conduisant a la perte des fonctions 

15 motrices et respiratoires puis a la mort dans un delai de deux a huit ans apres 
Tapparition des premiers symptomes. 

A ce jour, seul le riluzole (2-amino-6-trifluoromethoxybenzothiazole) est 
commercialise sous le nom de RILUTEK R pour le traitement de la sclerose laterale 
amyotrophique. Le riluzole permet principalement de ralentir la progression de la 
20 maladie. 

La gabapentine a egalement ete preconisee pour le traitement des maladies 
neurodegeneratives et notamment de la sclerose laterale amyotrophique (brevet 
US5084479). La gabapentine est actuellement commercialisee sous le nom de 
NEURONTIN R pour le traitement des epilepsies. 

25 II a maintenant ete trouve que Tassociation de riluzole et de gabapentine ou un de 
leurs sels pharmaceutiquement acceptables permet d f augmenter la survie des 
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motoneurones d'une maniere plus importante que le riluzole seul ou la gabapentine 
seule. 

L'effet de Tassociation a ete etudie sur la mort cellulaire de motoneurones purifies de 
rat induite par des serums de patients atteints de sclerose laterale amyotrophique. 

5 Des motoneurones purifies prepares a partir de moelle epiniere d'embryons de rat de 
14 jours de gestation sont cultives en presence de concentrations optimales de 
« Brain-Derived Neurotrophic Factor » (BDNF) recombinant, un des principaux 
facteurs neurotrophique de survie des motoneurones. 22 heures apres, le riluzole et la 
gabapentine sont ajoutes aux motoneurones soit seuls soit en association. Apres 
10 encore 2 heures, des dilutions de serums dialyses de patients atteints de SLA sont 
ajoutes. Le jour suivant le nombre de motoneurones survivants est evalue par 
comptage direct au microscope a contraste de phase. 

Methodes 

Composes 

15 La solution mere de riluzole utilisee dans ce test est preparee de la maniere suivante : 
5 mg de riluzole sont ajoutes a 0,105 ml d'une solution d'acide chlorhydrique (1M). 
La solution est agitee puis on ajoute 2,1 ml d'eau bid^stillee. 

La solution mere de gabapentine est preparee directement par dissolution de 17,1 mg 
de gabapentine dans 1 ml d'eau bidistillee. 

20 Les solutions ainsi obtenues peuvent etre conservees a 4°C pendant 24 heures 
maximum. 

Toutes les dilutions sont preparees extemporanement dans le milieu de culture 
complet, immediatement avant le traitement des cellules. 

Purification des motoneurones 
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Des embryons de rats de 14 jours de gestation (Charles River, France) sont recuperes 
apres sacrification de la mere, sous anesthesie au C0 2 , par elongation cervicale. Ces 
embryons sont places en tampon phosphate (« phosphate-buffered saline », PBS) 
exempt de calcium et de magnesium (Life Technologies). 

5 Une population homogene de motoneurones purifies est obtenue en utilisant les 
methodes decrites par HENDERSON et coll [Henderson, C. E., Bloch-Gallego, E., 
and Camu, W. (1995). Purified embryonic motoneurons. In «Nerve cell culture : a 
practical approach* (J. Cohen and G. Wilkin, Eds.), pp. 69-81. Oxford University 
Press, London.] et ARCE et coll. [Arce, V., Garces, A., de Bovis, B., Filippi, P., 

10 Henderson, C, Pettmann, B., and deLapeyriere, O. (1999). Cardiotrophin-1 requires 
LIFRbeta to promote survival of mouse motoneurons purified by a novel technique. J 
Neurosci Res 55, 119-126]. Sauf mention contraire, la composition des milieux 
utilises est identique a celle indique dans ces references. Des moelles epinieres 
d'embryons de rat de 14 jours de gestation sont disseques dans du PBS sterile et les 

15 moities ventrales de chaque moelle contenant les motoneurones sont sous-dissequees. 
Elles sont ensuite coupees en petits morceaux a Taide d'un scalpel et traitees avec de 
la trypsine (0,25%, poids/volume) dans un milieu F10 exempt de calcium et de 
magnesium (Life Technologies). Apres 15 minutes, la trypsine est remplacee par un 
milieu de culture complet LI 5 sans bicarbonate (commercialise par Life 

20 Technologies, Inc.) et les neurones spinaux sont dissocies par une serie de triturations 
de plus en plus fortes. La trypsine et les debris cellulaires sont separes par 
centrifiigation a travers une couche d'albumine serique de boeuf (« bovine serum 
albumin », BSA) a 4%. La premiere etape de purification s ! effectue sur un gradient de 
6,8% de metrizamide. La fraction de faible densite contenant les motoneurones est 

25 centrifugee sur une couche de BSA et ensuite repurifiee par immuno-selection a 
raide d'une colonne magnetique (Miltenyi Biotech Inc). A cette fin, les cellules sont 
remises en suspension dans 50 jil de PBS + 0,5 % de BSA melange a 50 p.1 de 
Tanticorps 192 qui reconnait le recepteur neurotrophine de faible affinite p75 mR 
specifiquement exprime par les motoneurones a ce stade de developpement. Apres 
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incubation a 4°C pendant 10 minutes, les motoneurones sont centrifuges sur BSA. 
Les cellules sont mises a nouveau en suspension dans 80 ^1 de PBS + 0,5 % de BSA 
et 20 \i\ de perles magnetiques greffees en surface avec des anticorps de lapin anti- 
souris, puis incubees a 4°C pendant 15 minutes. Les cellules sont ensuite 
5 recentrifugees sur BSA et passees dans une colonne magnetique. Les cellules eluees 
sont de gros neurones; 80 a 90% de ceux-ci pouvant etre montres par 
immunomarquage comme exprimant la proteine Islet- 1, un marqueur specifique des 
motoneurones. 

Culture des motoneurones 

10 Les motoneurones purifies sont ensemences a une densite de 1000 motoneurones par 
puits dans des puits de 16 mm prealablement enduits de polyomithine-laminine. Le 
milieu de culture est le milieu Neurobasal complements avec le complement B27 
(Life Technologies) et 2 % de serum de cheval mais sans antibiotique, le volume total 
etant de 0,5 ml. Les motoneurones sont ensemences en presence de facteur 

15 neurotrophique BDNF (lng/ml; Sigma) et laisses en sedimentation pendant 22 heures 
pendant lesquelles elles s'attachent au support et developpement des neurites. Le 
riluzole (3.10 5 M) et la gabapentine (10" 5 M) sont ajoutes soit separement soit en 
association dans des series de 4 puits. Deux heures plus tard, un serum dialyse de 
patient atteints de SLA est ajoute aux puits. Les motoneurones sont ensuite cultives 

20 pendant 1 jour a 37,2°C avant evaluation de leur survie. 

Quantification de la survie des motoneurones 

Les plaques de culture sont retirees de Fincubateur. Les puits contenant les 
motoneurones sont remplis completement avec du milieu LI 5 (Life Technologies) 
tiede. Leur couvercle est ensuite remis en place de maniere a former un menisque 
25 horizontal permettant Tobservation de la surface entiere du milieu de culture sous 
optiques a contraste de phase. Pour chaque puits, le nombre total de motoneurones est 
compte le long de 2 diametres orthogonaux (x et y) du champ du microscope. 
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Compte-tenu du fait que la presence de serum humain change la morphologie des 
motoneurones memes survivants, toutes les cellules portant des neurites et attachees 
au support de culture sont considerees comme etant en vie. 

Analyse des donnees 

5 Les valeurs de survie (c'est a dire le nombre de motoneurones par diametre de puit) 
sont calculees comme la moyenne ± SEM de 8 mesures pour 4 puits independants 
dans chaque experience. 

Les analyses statistiques sont effectuees en utilisant le test de Student (t-test). 
Les resultats obtenus sont mentionnes dans le tableau suivant : 
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17 
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18 
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25 
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23 




32 
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7 


3 


21 


Moyenne 


27,1 


3,0 


7,5 


5,0 


17,8 


(±SEM) 


±2,8 


±0,6 


±0,8* 


±1,1* 


±1,3** 



* p=0,0003 
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**p<00001 

Le BDNF (lng/ml) est ajoute dans toutes les experiences comme mentionne dans la 
technique generate. 

Ces resultats demontrent que : 

5 a - le serum de malade atteint de SLA induit la mort de 89% des motoneurones meme 
en presence de support neurotrophique, laissant done 1 1 % de neurones survivants. 

b - lorsque le milieu est traite avec du riluzole seul, la survie des motoneurones est de 
19% 

c - lorsque le milieu est traite avec la gabapentine seule, la survie des motoneurones 
10 estde8% 

d - lorsque le milieu est traite avec Tassociation de riluzole et de gabapentine, la 
survie des motoneurones est de 61%, mettant ainsi en evidence une synergie entre les 
deux molecules. 

Le riluzole peut etre prepare selon la methode decrite dans le brevet US4370338. 

15 La gabapentine peut etre preparee selon la methode decrite dans les brevets 
FR2294697 et US4024 1 75. 

Comme sels pharmaceutiquement acceptables du riluzole et de la gabapentine, 
peuvent etre notamment cites les sels d'addition avec les acides mineraux tels que 
chlorhydrate, sulfate, nitrate, phosphate ou organiques tels que acetate, propionate, 
20 succinate, oxalate, benzoate, fumarate, maleate, methanesulfonate, isethionate, 
theophilline-acetate, salicylate, phenolphtalinate, methylene-bis-B-oxynaphtoate ou 
des derives de substitution de ces derives. 

L'association peut etre employee par voie orale, parenteral ou rectale soit 
simultanement soit separement soit de maniere etalee dans le temps. 
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La presente invention concerne egalement les compositions pharmaceutiques 
comprenant I'association de riluzole et de gabapentine ou un de leurs sels 
pharmaceutiquement acceptables a l'etat pur ou sous forme d'une association avec un 
ou plusieurs diluants et/ou adjuvants compatibles et pharmaceutiquement acceptables 
5 et/ou eventuellement en association avec un autre produit pharmaceutiquement 
compatible et physiologiquement actif. 

Comme compositions solides pour administration orale, peuvent etre utilises des 
comprimes, des pilules, des poudres (capsules de gelatine, cachets) ou des granules. 
Dans ces compositions, les principes actifs sont melanges a un ou plusieurs diluants 
10 inertes, tels que amidon, cellulose, saccharose, lactose ou silice, sous courant d'argon. 
Ces compositions peuvent egalement comprendre des substances autres que les 
diluants, par exemple un ou plusieurs lubrifiants tels que le stearate de magnesium ou 
le talc, un colorant, un enrobage (dragees) ou un vernis. 

Comme compositions liquides pour administration orale, on peut utiliser des 
15 solutions, des suspensions, des emulsions, des sirops et des elixirs 
pharmaceutiquement acceptables contenant des diluants inertes tels que 1'eau, 
I'ethanol, le glycerol, les huiles vegetales ou Fhuile de paraffine. Ces compositions 
peuvent comprendre des substances autres que les diluants, par exemple des produits 
mouillants, edulcorants, epaississants, aromatisants oti stabilisants. 

20 Les compositions steriles pour administration parenterale, peuvent etre de preference 
des solutions aqueuses ou non aqueuses, des suspensions ou des emulsions. Comme 
solvant ou vehicule, on peut employer Teau, le propyleneglycol, un 
polyethyleneglycol, des huiles vegetales, en particulier 1'huile d'olive, des esters 
organiques injectables, par exemple Toleate d'ethyle ou d'autres solvants organiques 

25 convenables. Ces compositions peuvent egalement contenir des adjuvants, en 
particulier des agents mouillants, isotonisants, emulsifiants, dispersants et 
stabilisants. La sterilisation peut se faire de plusieurs fa?ons, par exemple par 
filtration aseptisante, en incorporant a la composition des agents sterilisants, par 
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irradiation ou par chauffage. Elles peuvent egalement etre preparees sous forme de 
compositions solides steriles qui peuvent etre dissoutes au moment de Temploi dans 
de Teau sterile ou tout autre milieu sterile injectable. 

Les compositions pour administration rectale sont les suppositoires ou les capsules 
5 rectales qui contiennent, outre le produit actif, des excipients tels que le beurre de 
cacao, des glycerides semisynthetiques ou des polyethyleneglycols. 

La presente invention concerne egalement Tutilisation de Tassociation de riluzole et 
de gabapentine ou un de leurs sels pharmaceutiquement acceptables pour la 
preparation d'un medicament utile pour la prevention et/ou le traitement des maladies 
10 motoneuronales et, notamment, de la sclerose laterale amyotrophique, de 
l'amyotrophie spinale progressive, de l'amyotrophie spinale infantile ou de la sclerose 
laterale primaire. 

La presente invention concerne egalement la methode de prevention et/ou de 
traitement des patients atteints de maladies motoneuronales et, notamment, de la 
15 sclerose laterale amyotrophique, de l'amyotrophie spinale progressive, de 
l'amyotrophie spinale infantile ou de la sclerose laterale primaire qui consiste a 
administrer au patient une association de riluzole et de gabapentine ou un de leurs 
sels pharmaceutiquement acceptables soit simultanement soit separement soit de 
maniere etalee dans le temps. 

20 Les doses dependent de 1'effet recherche, de la duree du traitement et de la voie 
^administration utilisee; elles sont generalement de 10 a 400 mg par jour par voie 
orale pour un adulte avec des doses unitaires allant de 10 a 200 mg de riluzole et de 
100 a 2400 mg par jour par voie orale pour un adulte avec des doses unitaires de 100 
a 400 mg de gabapentine. 

25 D'une fa? on generale, le medecin determinera la posologie appropriee en fonction de 
1'age, du poids et de tous les autres facteurs propres au sujet a traiter. 
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La presente invention concerne egalement une association dans laquelle on utilise 10 
a 400 parties en poids de riluzole pour 300 a 2400 parties en poids de gabapentine. 
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REVENDICATIONS 

1 - Association de riluzole et de gabapentine ou un de leurs sels pharmaceutiquement 
acceptables. 

2 - Association selon la revendication 1 dans laquelle on utilise 10 a 400 parties en 
5 poids de riluzole pour 300 a 2400 parties en poids de gabapentine. 

3 - Association selon Tune des revendications 1 ou 2 comme preparation combinee 
pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps. 

4 - Composition pharmaceutique constitute d'une association selon la revendication 1 
a l'etat pur ou en presence de tout diluant ou adjuvant compatible et 

10 pharmaceutiquement acceptable. 

5 - Utilisation d'une association selon Tune des revendications 1 a 3 pour la 
preparation d'un medicament utile pour la prevention et/ou le traitement des maladies 
motoneuronales. 

6 - Utilisation d'une association selon Tune des revendications 1 a 3 pour la 
15 preparation d ! un medicament utile pour la prevention et/ou le traitement de la sclerose 

laterale amyotrophique. 

7 - Utilisation d'une association selon Tune des revendications 1 a 3 pour la 
preparation d'un medicament utile pour la prevention et/ou le traitement de 
l'amyotrophie spinale progressive, de l'amyotrophie spinale infantile ou de la sclerose 

20 laterale primaire. 
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